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(57) Abstract: The invention relates to an oligonucleotide which can stimulate human cells of the immune system, characterized 
in that it comprises at least one nucleotide sequence of formula 5' 1 i NiNiTTS' wherein T represents thymine, and Nj and N2 can 
both represent adenine, thymine, cytosine or guanine. The invention is further characterized in that it is devoid of the CG dinu- 
cleotide in which cytosine C is not methylated. One oligonucleotide of particular interest has the following sequence: 5*TTAGTTCT- 
TAGTTNsTTAGTT 3*. Said oligonucleotide can be used in a particularly advantageous manner as an adjuvant for vaccines. 

(57) Abr^e: L' invention conceme im oligonucleotide capable de stimuler des cellules humaines du systeme immunitaire, caractd- 
rise en ce qu'il comprend au raoins une sequence nucl^otidique ayant la forraule suivante 5' T T N, N2 T T 3\ dans laquelle T signifie 
Thymine, Ni et N2 peuvent chacun repr&enter P Adenine, la Thymine, la Cytosine ou la Guanine, et en ce qu'il est d^pourvu de 
dinucl^tide CG dans lequel la Cytosine C ne serait pas m^thylee. En paniculier, un oligonucleotide d*int^ret prdsente la s^uence 
suivante: 5' TTAGTTCTTAGTTNaTTAGTT 3'. Un tel oligonucl^tide trouve une application paniculi^remem ini^ressante comme 
adjuvant vaccinal. 
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OLIGONUCLEOTIDE IMMUNOSTIMULANT 

La pr6sente invention est relative au domaine des immunostimulants. Plus 
particuliferement. Tinvention cx)nceme des oligonucl6otides capables de stimuler des 
cellules humaines intervenant dans le syst6me Immunitaire, et a leur utilisation 
comme adjuvant vaccinaL 

Un grand nombre d'oligonucleotides ont d6jd et6 d6crits dans I'art anterieur, en 
relation avec leurs proprietes immonostinnulantes. Ainsi. la demande EP04685i20 
decrit des polynucleotides immunostimulants constitu6s par un simple brin d'ADN 
lineaire comprenant de 10 a 100 nucleotides s'enchamant selon une sequence 
palindromique. 

Selon la demande WO 96/02555. Tactivite immunostimulatrice d'oligonucleotides est 
Ii6e a la presence d'une sequence dinucleotique 5* CG 3*. dans laquelle C n'est pas 
methyl6, ractivit§ immunostimulante etant plus forte si le motif CG est precede en 5* 
du dinucl§otide GA et / ou suivi en 3' du dinucleotide TC ou encore TT. 

Par centre, selon la demande de brevet WO 98/52962, il n'est pas n6cessaire que 
les oligonucleotides aient un minimum de 8 nucleotides comme cela avait ete decrit 
prec6demment. ni que leur s6quence soit un palindrome, ni m§me qu'ils 
comprennent le dinucleotide CG; ainsi,cette demande decrit les 3 oligonucleotides 
suivants pour leur utilisation en tant qu'adjuvant vaccinal: 
5' GACGTT 3\ 5* GAGCTT 3', ainsi que 5' TCCGGA 3'. 

Selon le brevet US 5,663,153, 1'activite immunostimulante d'oligonucleotides n'est 
pas liee a la sequence des nucleotides, mais a la nature de la liaison entre 
nucleotides, la presence d'au moins une liaison phosphorothioate permettant 
d'induire une stimulation du systeme immunitaire. 

La plupart des tests de Fart anterieur pour 6valuer Tactivite immunostimulante des 
oligonucleotides proposes, sent effectues soit in vitro sur des cellules animates 
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(essentiellement des cellules murines), soit in vivo sur des souris. Cependant, les 
diff6rences existant entre le systeme immunitaire de la souris at celui de I'etre 
humain. ont conduit a des differences entre les resultats obtenus sur des cellules 
murines et ceux obtenus sur des cellules humaines. II n'est done pas certain que 
5 tous les oligonucleotides ayant ete decrits comme immunostimulants dans I'art 
anterieur le soient reellement vis-a-vis de Tetre humain. 

Or I'industrie pharmaceutique a un grand besoin d'immunostimulants pouvant etre 
administres a I'homme, notamment dans le domaine des vaccins. 

10 

La pr6sente invention a done pour but de proposer des oligonucleotides capables de 
stimuler des cellules du systeme immunitaire de I'etre humain. 

Pour atteindre ce but, invention a pour objet un oligonucleotide capable de stimuler 
15 des cellules humaines du systeme immunitaire caracterise en ce qu'il comprend au 
moins une sequence 5' T T Ni N2 T T 3* dans laquelle T est la Thymine, 
et Ni et N2 peuvent chacun representer TAdenine, la Thymine, la Cytosine ou la 
Guanine, et en ce qu'il est depourvu de dinucleotide CG dans lequel la Cytosine C 
ne serait pas methylee. 

20 

L'invention a egalement pour objet I'utilisation d'un tel oligonucleotide pour la 
fabrication d'un medicament. 

Selon une caracteristique de Tinvention, Toligonucleotide comprend de 6 a 100 
25 nucleotides. 

Selon une caracteristique particuliere, I'oligonucletide selon l'invention est caracterise 
en ce que Ni represente I'Adenine et en ce que N2 represente la Guanine. 

30 Selon une autre caracteristique, roligonucleotide selon invention est caract6ris6 en 
ce que le motif 5* T T Ni N2 T T 3' est r6pete au moins 1 fois. 
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Selon une autre caracteristique, I'oligonucleotide selon Tinvention est caract6ris6 en 
ce que le motif motif 5' T T Ni N2 T T 3' est r6p6t6 2 fois. 

Selon une autre caract6ristique, roligonucl§otide selon Tinvention est caracteris6 en 
ce que les motifs r6petes 5' T T Ni N2 T T 3' sont s6par6s par un nucleotide N3 qui 
peut etre a chaque fois identique ou different et qui peut representer A, C, T ou G. 

Selon une caracteristique particuliere, I'oligonucleotide selon I'invention est 
caract6rise en ce que le nucleotide N3 separant les 2 premiers motifs TTN1N2TT lus 
lorsque la sequence est orientee 5*->3' represente la Cytosine. 

Selon une autre caracteristique, I'oligonucleotide selon Tinvention est caract6rise en 
ce qu'il comprend la sequence 5' TTAGTTCTTAGTTN3TTAGTT 3', dans laquelle A 
repr6sente rAd6nine, T la Thymine. G la Guanine, et C la Cytosine, et dans laquelle 
N3 peut signifier A, T, C ou G. 

Selon une autre caracteristique, roligonucleotide selon Tinvention est capable 
d'induire la proliferation des lymphocytes humains. 

Selon une autre caracteristique. roligonucl6otide selon Tinvention est capable 
d'accroTtre Texpression du marqueur deactivation CD86 et du recepteur CD25 sur les 
lymphocytes B humains. 

Selon une autre caracteristique, I'oligonucleotide selon invention est capable 
d'induire la secretion de cytokines. 

^invention a 6galement pour objet un adjuvant vaccinal caracterise en ce qu'il 
comprend au moins un oligonucleotide capable de stimuler des cellules humaines du 
systdme immunitaire possedant au moins une sequence 
5* T T Ni N2 T T 3' dans laquelle T est la Thymine et, Ni et N2 peuvent chacun 
repr6senter rAd6nine, la Thymine, la Cytosine ou la Guanine. ToligonuclSotide 6tant 
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depourvu de sequence dinucleotidique CG dans laquelle la Cytosine C ne serait pas 
mSthylee. 

Uinvention a egalement pour objet une composition vaccinale a usage humain 
5 comprenant au molns un antigene vaccinal caracterisee en ce qu'elle comprend en 
outre au moins un oligonucleotide capable de stimuler des cellules humaines du 
syst6me immunitaire possedant au morns une sequence 5' T T Ni N2 T T 3' 
dans laquelle T signifie Thymine et, Ni et N2 peuvent chacun representer TAdenine, 
la Thymine, la Cytosine ou la Guanine, I'oligonucleotide 6tant depourvu de sequence 
10 dinucleotidique CG dans laquelle la Cytosine C ne serait pas methylee. 

La presente invention sera mieux comprise a la lecture de la description qui va 
suivre, en reference aux figures 1 a 1 1 qui illustrent les resultats obtenus lors des 
tests decrits aux exemples 2 a 7. 
15 En particulier, les Figures 1 et 2 indiquent le nombre de Coups par Minutes obtenus 
dans le test de I'Exemple . 

Les Figures 3 et 5 indiquent le pourcentage de cellules CD20+ exprimant le 
recepteur CD25, pour les oligonucleotides obtenus selon I'exemple 1. 
De meme, les Figures 4 et 6 indiquent le pourcentage de cellules CD20+ exprimant 
20 le marqueur CD86. 

La Figure 7 indique le nombre de Coups par Minute obtenus dans le test de 
Texemple 4. 

La Figure 8 indique le pourcentage de cellules CD20+ exprimant le recepteur CD25, 
pour les oligonucleotides obtenus selon Texemple 4. De meme, la Figure 9 indique le 
25 pourcentage de cellules CD20+ exprimant le marqueur CD86. 

La Figure 10 indique le nombre de spots mesures pour la secretion d'Interferon y par 
des cellules stimulees en presence des oligonucleotides ayant les sequences 9 a 12 
decrites a Texemple 4. 

La Figure 1 1 indique le nombre de spots mesures pour la secretion d'lLIO par des 
30 cellules stimulees en presence des oligonucleotides ayant les sequences 9 a 12 
decrites a V Exemple 4. 
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Par oligonucl6otide au sens de la presente invention, on entend un polynucleotide 
comprenant au molns 6 nucleotides. En effet, contralrement a I'enseignement de 
Particle intitule "CpG motifs in bacterial DNA trigger direct B-cell activation", Krieg et 
al.. Nature 1995. on a remarqu6 qu'il n'6tait pas n6cessaire que Toligonucl^otide ait 
au moins 8 nucleotides. Par contre, la limite superieure de la taille des 
oligonucleotides n'est pas vraiment d6termin6e. On peut cependant noter que, plus I' 
oligonucleotide sera long, plus sa purification sera difficile a effectuer lors des etapes 
de synthese . et plus le prix de revient en sera eleve. D'autre part, il est probable 
qu'un oligonucleotide de grande longueur aura plus de difficultes a penetrer dans les 
cellules. Aussi, pour les besoins de la presente invention, on considere qu'une 
limitation de la taille de I'oligonucieotide a 100 nucleotides est appropriee. Get 
oligonucleotide est de preference un oligonucleotide simple brin; il peut s'agir d'un 
ollgodesoxyribonucieotide ou d'un oligoribonucieotide. On a obtenu de 
particulierement bons r6sultats en utilisant un oligodesoxyribonucl6otide. Les 
oligonucleotides convenant aux fins de I'invention peuvent se presenter sous forme 
de phosphodiester ou, afin d'etre plus stables, sous fome de phosphorothioates ou 
d'hybrides phosphodiester / phosphorothioates. Les oligonucleotides 
phosphorothioates sont ceux preferes. 

L'oligonucieotide selon I'invention est capable de stimuler des cellules humaines du 
systeme immunitaire, telles que les lymphocytes B, les lymphocytes T, les 
monocytes et les cellules dendritiques. Cette stimulation est appreciee notamment 
par la lymphoproliferation ou par Texpression de marqueurs, tel que le recepteur de 
cytokine CD25 ou encore le marqueur d'activation CD86 sur les lymphocytes B. II est 
possible de selectionner les oligonucleotides d'interet au moyen de tests differents 
de ceux proposes dans la presente demande, e condition cependant qu'il s'agisse de 
tests evaluant la capacite de stimulation de cellules humaines, et non pas comma 
dans la plupart des documents de I'art anterieur. de tests evaluant la capacite de la 
stimulation de cellules murines. II serait notamment possible de tester I'expression 
d'autres marqueurs d'activation des lymphocytes B tels que les marqueurs CD69, ou 
•'expression de marqueurs de proliferation tels que le marqueur KI67; des tests 
relatifs d I'augmentation des marqueurs d'activation et de maturation des cellules 
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dendritiques pourraient egalement etre utilises. De meme, des tests permettant 
I'appreciation de Taugmentation de production de certaines cytokines peuvent 
egalement etre utilises. 

5 Selon une caracteristique de {'invention . roligonucleotide comprend au moins une 
sequence nucleotidique 5* T T Ni N2 T T 3' dans laquelle T signifie Thymine et, Ni 
et N2 peuvent representer chacun TAdenine. la Thymine, la Cytosine ou la Guanine. 
Cette fomiule couvre ainsi 16 possibilites. Cette sequence peut §tre 5* terminate, 3' 
temiinale ou etre entouree par d'autres nucleotides. Elle peut etre unique ou repStee 
10 plusieurs fois ^ I'identique a Tinterieur d'un meme oligonucleotide. Un oligonucleotide 
selon rinvention peut 6galement comprendre plusieurs sequences differentes 
conrespondant chacune au motif 5' T T Ni N2 T T 3'. 

Selon {'invention, roligonucleotide ne comporte pas de sequence palindromique. 
15 Malgre cette absence de sequence palindromique, un tel oligonucteotide est capable 
de stimuler des cellules humaines du systeme immunitaire. 

Selon une caracteristique, roligonucleotide selon I'invention est depourvu de 
dinucleotide CG dans lequel la Cytosine ne serait pas methylee. Cette exclusion 

20 s'applique egalement au motif N1N2. La capacite des oligonucleotides de I'art 

anterieur a etre immunostimulants a presque toujours et§ interpr6tee comme liee a 
la presence de motifs CpG non methyles (Cf. notamment Tarticle de Krieg et al dans 
Nature d'avril 1995 cite ci-dessus). cette interpretation etant en coherence avec 
Tobservation selon laquelle la frequence de ce dinucleotide etait environ 4 fois plus 

25 importante dans le genome des bacteries que dans celui des vertebres. De fagon 
surprenante. on a maintenant trouve que des oligonucleotides entierement 
depourvus de ce motif dinucleotidique etaient cependant parfaitement capables de 
stimuler les cellules du systeme immunitaire humain. 

30 Selon un mode de realisation particulier de la pr6sente invention, le motif N1N2 

correspond au dinucleotide AG. dans lequel A signifie Adenine et G signifie Guanine. 
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Selon une caracteristique avantageuse, le motif 5' TTAGTT 3' est r6p6t6 au moins 
une fois dans roligonucl6otide, et de preference au moins 2 fols. De preference 
encore, les motifs r^petes sont separ6s par au moins un nucleotide N3. qui 
represente I'Adenine, la Cytosine, la Guanine ou la Thymine. A I'interieur d'un 
5 oligonucleotide, ce nucleotide de separation peut etre toujours le meme, ou Stre 
different d chaque fois, De preference, le nucleotide separant ies 2 premiers motifs 
TTAGTT de roligonucleotide, (lorsque I'on considere le sens de lecture 5'->3') est 
constitue par la Cytosine. 

De fa?on particulifere. les oligonucleotides dont les sequences nucleotidiques 
10 repondent la fomnule 5' TTAGTTCTTAGTTN3TTAGTT 3\ dans laquelle N3 
represente A, T, C ou G, sont ceux preferes au sens de la presente invention. 

Selon une caracteristique particuliere, roligonucleotide selon {'Invention est depourvu 
ou appauvri en sequence nucleotidique capable d'inhiber les cellules du systeme 
15 immunitaire humain. En effet, afin d'obtenir un effet global immunostimulant, si des 
motifs inhibiteurs ou neutralisants tels que, par exemple, ceux decrits dans la 
demande WO 98/52581 sont presents, il faut que leur effet soit supprime ou reduit, 
grSce ^ la presence d'une sequence d effet Immunostimulant plus prononce. ou 
grace e la presence d'un plus grand nombre de sequences 5' T T Ni N2 TT 3'. 

20 

La presente Invention a egalement pour objet un adjuvant vaccinal comprenant au 
moins un oligonucleotide immunostimulant ayant au moins un motif 
5* T T Ni N2 T T 3' tel que mentionne ci-dessus. Par adjuvant vaccinal, on entend 
un produit qui pemnet d'accroTtre ou de modifier la reponse du systeme immunitaire 

25 d'un organisme vis e vis de Tadministration d'un antig6ne. En particulier, il peut s'agir 
d'une augmentation de la reponse humorale ou de la reponse cellulaire. 
faction d'un adjuvant vaccinal peut egalement etre. non pas une augmentation de la 
reponse qui se produirait en Tabsence d'adjuvant, mais une orientation differente de 
la reponse produite : par exemple. orientation vers une reponse cellulaire plutot 

30 qu'une reponse humorale. production de certaines cytokines plutot que d'autres, 
production de certains types ou sous-types d'anticorps plutot que d'autres. 
stimulation de certaines cellules plutot que d'autres. etc... 
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Uoligonucl6otide immunostimulant de la pr6sente invention peut etre utilise comme 
adjuvant vaccinal quelle que soit la nature de i'antigene administre et quel que soit le 
nombre de valences utilisees. II peut etre le seul adjuvant utilise ou, au contraire, 
5 etre un element d*une combinaison adjuvante. 

Uaction adjuvante de roligonucleotide selon I'invention peut etre obtenue, soit 
lorsqu'il est associe a Tantigene ou aux antigenes lors de leur administration, i.e. 
lorsqu'ils font partie de la meme composition vaccinate, soit lorsqu'il est administre 
separement de I'antigdne ou des antigenes. On prefere cependant Tutiliser dans la 
10 meme composition vaccinate que Tantigene ou tes antigenes S administrer. 

L'oligonucteotide selon invention peut avantageusement etre administr6 par toutes 
les voies susceptibles d'etre utilisees pour une composition vaccinate: voie 
muqueuse ou voie systemique. 

15 

Uun des objets de Tinvention est une composition vaccinate comprenant au moins 
un oligonucleotide immunostimulant ayant une sequence 
5' T T N1N2 T T 3* telle que decrite ci-dessus. 

20 Une composition vaccinate selon invention peut etre destinee a Timmunisation 

centre une seule maladie, ou destinee a immunisation centre plusieurs maladies. II 
peut s'agir d'une composition vaccinate liquide ou d'une composition lyophilisee. Elie 
peut comprendre, outre les antigenes, tout ou partie des composants habituellement 
presents dans un vaccin tels que tampons, stabilisants, conservateurs, ...etc. Elle 

25 peut egalement comprendre un ou plusieurs adjuvant(s) autre(s) que ceux objets de 
la presente invention. Elle peut egalement comprendre plusieurs adjuvants objets de 
la presente invention, constitues soit par des oligonucleotides ayant tous le meme 
motif 

5' T T Ni N2TT 3' mais se diff6renciant par les nucleotides en 5* et/ou en 3\ soit par 
30 des oligonucleotides ayant des motifs 5' T T Ni N2 T T 3' diff6rents, dont les 
sequences en 5* et en 3' sont identiques ou diff6rentes. 
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La composition vaccinale selon {'invention peut §tre destin^e d une administration 
prophylactique ou d une administration th6rapeutique. 

La composition vaccinale selon I'invention peut gtre formulae de maniere d optimiser 
Paction adjuvante de I'oligonud^otide objet de i'invention. Ainsi, roligonucl^otide peut 
§tre coupl6 a un lipide, tel que le cliolest^rol ; il peut gtre int^re dans une emulsion 
de type huile / eau ou formula sous forme de liposomes. 

Les exemples qui suivent illustrent des modes de realisation particuliers de la 
prdsente invention. 

Exemole 1 : Svnth6se des oligonucleotides 

On synth^tise 15 oligonucleotides ayant chacun un des motifs suivants : 



5'TTAATT 3' 




5'TTACTT 3' 



5'TTATTT 3' 



5'TTAGTT 3' 



5' 



TTTTTT 3' 




5' 



TTTATT 3' 



5' 



TTTCTT 3" 



5' 



TTTGTT 3' 



5' 



5' 



TTCTTT 3' 



T T C C T T 3' 



TTCATT 3' 
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5'TTGGTT 3' 
5'TTGATT 3* 
5'TTGTTT 3' 
5'TTGCTT 3' 

Et ayant 4 Adenine en 5' et 5 Adenine en 3\ 

La synthese de ces oligonucleotides est realisee au moyen d'un automate 
5 synth6tiseur foumi par Applied Biosystems qui met en oeuvre la m6thode chimique 
standard au phosphoramidite et qui comporte a chaque cycle une etape d'oxydation. 
qui est realisee au moyen d'une solution tetraethylthiuram / ac6tonitrile pour obtenir 
une liaison phosphorothioate. 

10 On prepare en outre, de la meme fa?on. un oligonucleotide A15(S) qui ne comprend 
que des A et qui est phosphorothioate sur toute sa longueur. Get oligonucleotide est 
un t6moin n6gatif car il n'entraine ni proliferation ni augmentation de I'expression des 
marqueurs d'activation sur les lymphocytes B. 

15 On prepare egalement un oligonucleotide 3Db(S) dont la sequence est identifiee 
dans la demande de brevet WO96/02555 sous SEQ ID N^'IS 
(5'GAGAACGCTCGACCTTCGAT3' ); cet oligonucleotide comporte des liaisons 
phosphorothioates sur toute sa longueur et est utilise comme t6moin positif. 

20 Tous les oligonucleotides sont maintenus en solution dans du tampon PBS. 
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Exemole 2 Test de LvmphoDroliferation 

On isole des lymphocytes a partir du sang p6ripherique d'un donneur. en proc6dant 
a una centrifugatlon sur un gradient de Ficoll. Ces lymphocytes sont ajust6s S 2.10® 
5 cellules / ml dans du milieu de culture (RPM1 1640 + 10% de S6njm de Veau Foetal 
ainsi que de la Glutamine, de la Streptomycine et de la P§nlcilline). 

Les cellules sont distribuees en plaques 96 puits (fond rond) sous 100 pi, soit 
2.10^ cellules par puits. On ajoute ensuite lOOpI d'une solution 4pM 
10 d'oligonucleotides a tester produites ^ Texempie 1 (1 seul type d^oligonucleotide par 
puits) afin d*obtenir une concentration finale 2 pM. 

Les cellules sont incub§es pendant 48 a 72 heures. 

15 La Thymidine triti6e (Amersham TRK 120) est diiuee dans du milieu de culture puis 
distribuee dans les plaques d raison de 1 pCi par puits sous 50 pi. Apr^s 7 a 8 
heures dincubatlon ^ Tfetuve (5% CO2, 37X), les plaques peuvent 6tre congel6es d 
-80X et trait6es plus tard. 

A raide du "Harvester", on recolte le contenu des puits sur des plaques Unifilter 
20 GF/C et on realise 6 lavages en eau distillee puis un lavage en Sthanol 70% afin de 
preciplter I'ADN. 

Apr§s s^chage des plaques, 25 pi de liquide scintillant (Microscint-40, Packard) sont 
distribu§s dans chaque puits et pennettent de quantifier la radioactivite 
(rayonnements 6mis par le tritium) en mesurant le nombre de coups / minute (cpm) 
25 §mis par chaque puits sur le compteur Top Count (Packard). 

Les resultats obtenus pour chacun des oligonucleotides testes sont repr6sentes sur 
les figures 1 et 2, qui indiquent, pour chaque oligonucleotide teste le nombre de 
coups par minute; on remarque que tous les oligonucleotides selon invention ont un 
30 resultat nettement superieur au resultat obtenu avec le milieu seul ou le temoin 
n6gatif A15(S). ce qui signifie qu*ils sont tous capables de stimuler la proliferation 
des lymphocytes. 
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Exemple 3 : 

Test relatif aux maraueurs d'activation 

5 

Le test est effectue a partir de lymphocytes isoles d 'un donneur comme decrit a 
I'exemple precedent, et ajustes a 2.10^ cellules/ml dans le meme milieu de culture. 

Les cellules sont ensuite distribuees en plaques 12 puits sous un volume de 2 ml, 
10 soit 4.10^ cellules / puits. On ajoute dans chaque puits une quantite 

d'oligonucl6otides a tester prepar6es a Texemple 1 (1 oligonucleotide / puits) 
suffisante pour obtenir une concentration en oligonucleotide 2 pM. Puis les cellules 
sont incubees pendant 72 heures a 37X. Les cellules sont ensuite doublement 
marqu§es au moyen de CD25PE / CD20FITC ou CD86PE / CD20FITC puis 
15 analysees sur FACScan. Les resultats obtenus sont illustr6s sur les figures 3, 4, 5 et 
6 qui repr6sentent pour chaque oligonucleotide test6. le pourcentage de cellules B 
(CD20+) qui expriment le recepteur CD25 ( celles qui sont CD25+)ou le marqueur 
CD86(celles qui sont CD86+). Les resultats representes sur les figures 3 et 4 ont ete 
obtenus lors d'un test r6alis6 d un moment different du test dont les r6sultats sont 
20 illustres sur les figures 5 et 6, ce qui explique la difference d'ordre de grandeur des 
resultats obtenus. En effet, dans ce genre de manipulations, les tests sont tres 
variables d'un dosage ^ Tautre, seuls les resultats obtenus lors d'un meme test sont 
comparables entre eux, d'ou la necessite d'inclure lors de chaque test, un 
oligonucleotide-temoin ainsi qu'un dosage du milieu seul. 

25 

On remarque que tous les oligonucleotides objets de {'invention activent les 
lymphocytes B qui expriment leur marqueur d'activation CD86. ainsi que le recepteur 
de cytokine CD25. 
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Example 4 : 

On prepare, de la meme maniere qu'S Texemple 1, une serie de 16 oligonucleotides 
5 dont les sequences sont les suivantes: 





Seq 


Id 


1 : 


5" TTAGTTATTAGTTATTAGTT 3' 




Seq 


Id 


2 . 


5'TTAGTTATTAGI 1 1 1 IAGTT3' 




Seq 


Id 


3 : 


5' TTAGTTATTAGTTCTTAGTT 3' 


10 


Seq 


Id 


4 : 


5' TTAGTTATTAGTTGTTAGTT 3' 




Seq 


Id 


5 : 


5' TTAG 1 1 1 1 1 AGTTATTAGTT 3' 




Seq 


Id 


6 : 


5'TTAGI 1 1 MAGI 1 1 1 IAGTT3' 




Seq 


Id 


7 : 


5' TTAG II 1 1 1 AGTTCTTAGTT 3" 




Seq 


Id 


8 : 


5' TTAG 1 1 1 1 1 AGTTGTTAGTT 3' 


15 


Seq 


Id 


9 : 


5' TTAGTTCTTAGTTATTAGTT 3' 




Seq 


Id 


10 


: 5" TTAGTTCTTAG Mill AGTT 3' 




Seq 


Id 


11 


: 5" TTAGTTCTTAGTTCTTAGTT 3' 




Seq 


Id 


12 


: 5' TTAGTTCTTAGTTGTTAGTT 3' 




Seq 


Id 


13 


: 5' TTAGTTGTTAGTTATTAGTT 3" 


20 


Seq 


Id 


14 


: 5' TTAGTTGTTAG II 1 II AGTT 3' 




Seq 


Id 


15 


: 5' TTAGTTGTTAGTTCTTAGTT 3' 




Seq 


Id 


16 


: 5' TTAGTTGTTAGTTGTTAGTT 3' 



Ces oligonucleotides sont de type phosphorothiate sur toute leur longueur. 

25 

Exempie 5 : 

On evalue la capacite qu'ont les oligonucleotides prepares a Texemple 4 d'induire la 
30 proliferation des lymphocytes humains grace a un test de lymphoproliferation tel que 
celui decrit a I'exemple 2. De la meme fafon qu'a Texemple 2, la concentration en 
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oligonucl6otlde par puits est 2\iM, et les temoins sont constitues par le milieu seul, 
roligonucleotide A15(S) ainsi que roligonucl§otlde 3Db(S). 

Les resultats obtenus, exprimes en Coups par Minute, sont reprfesentes a la Figure 7 
qui montre que tous les oiigonucl6otides selon Tinvention sont capables d'induire la 
5 proliferation des lymphocytes et que de particulierement bons r6sultats sont obtenus 
lorsque les sequences des oligonucleotides sont celles identifiees par les Seq Id 9 a 
12. i.e. lorsque la Cytosine separe les 2 premiers motifs TTN1N2TT de 
roligonucleotide. 

10 

Exemple 6 : 

On evalue la capacite qu* ont les oligonucleotides prepares a I'exemple 4 d'induire 
Texpression du marqueur d'activation CD86 et du recepteur CD25 sur les 
15 lymphocytes B. Cette evaluation est effectuee grace au test decrit S I'exemple 3. Les 
resultats obtenus avec les oligonucleotides prepares selon I'exemple 4 sont 
representes sur les Figures 8 et 9 qui illustrent les pourcentages de cellules B 
(CD20+) qui expriment egalement le recepteur CD25 (Figure 8) ou le marqueur 
CD86 (Figure 9). 

20 Les resultats obtenus dans ce test confirment ceux obtenus dans le test de 

lymphoproliferation: tous les oligonucleotides selon Tinvention induisent Texpression 
de marqueurs d'activation sur les lymphocytes B humains; de particulierement bons 
r6sultats sont obtenus lorsque les 2 premiers motifs TTN1N2TT de roligonucl6otide 
sont separes par une Cytosine. 

25 

Exemple 7 : 

On evalue la capacite qu' ont les oligonucleotides selon la presente invention a 
30 induire la secretion de cytokines. 

Pour cette evaluation, on isole des lymphocytes a partir du sang peripherique d'un 
donneur. en procedant a une centrifugation sur un gradient de Ficoll. Ces 
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lymphocytes sont ajust6s ^2.10® cellules / ml dans du milieu de culture (milieu AIM 
V + streptomycine + penicilllne). 

Les plaques 96 puits ELISPOT (fond plat en nitrocellulose) sont pre-incubees la 
veille avec une solution d'anticorps de capture de cytokines (IL-10 ou IFNy suivant le 
5 test realise ). puis saturees avec du milieu de culture. 

On distribue ensuite 100 pl de cellules dans les plaques ELISPOT. soit 2.10^ cellules 
par puits, puis on ajoute lOOpI d'une solution 4mM en oligonucleotides ^ tester, 
produits selon I'exemple 4 (1 seul type d'oligonucleotide par puits) afin d'obtenir une 
concentration finale 2 |jM. Le test est realise avec les oligonucleotides ayant les 
10 sequences decrites sous Seq Id 9, Seq Id 10. Seq Id 11 et Seq Id 12. 

Les plaques sont incubees d 37X. sous atmosphere a 5% de CO2. Au bout de 72 
heures d'incubation, les cellules sont eliminees par lavage en presence de detergent 
(Tween 1%) et les cytokines fixees sur les anticorps de capture sont revelees par 
15 I'addition successive d'anticorps de detection biotynyles (anti-IL-10 ou anti-IFNy 
suivant le test realise), de streptavldine-HRP. et du substrat AEC. 

Les spots (1 spot correspondant a 1 cellule secr6trice de cytokine) sont compte d 
I'aide d'un compteur automatique. Les resultats sont exprimes en nombre de spots 
20 (nombre de cellules s^crStrices) par million de cellules. 

Les r6sultats obtenus pour chacun des oligonucleotides testes sont representes sur 
les figures 10 et 11. qui indiquent, pour chaque oligonucleotide test§ le nombre de 
cellules secretrices de cytokines par million de cellules totales ; on remarque que 
25 tous les oligonucleotides selon invention ont un resultat nettement superieur au 
r6sultat obtenu avec le milieu seul ou le temoin negatif A15(S), ce qui signifie qu'ils 
sont tous capables d'induire la secretion de cytokines, notamment dML 10 et 
d'lnterferon y. 



30 
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Revendications 

1. Oligonucleotide immunostimulant , caracterise en ce qu'il comprend au moins 
5 une sequence nucleotidique ayant la formule suivante 

5' TTN1N2TT 3', dans laquelle T signifie Thymine, Ni et N2 peuvent chacun 
representer TAdenine, la Thymine, la Cytosine ou la Guanine, et en ce qu'il est 
depourvu de dinucleotide CG dans lequel la Cytosine C ne serait pas methylee. 

10 2. Oligonucleotide selon la revendication 1 . caract§ris6 en ce quil comprend de 6 a 
100 nucleotides. 

3. Oligonucleotide selon la revendication 1, caracterise en ce que Ni represente 
■'Adenine et en ce que N2 r^prSsente la Guanine. 

15 

4. Oligonucleotide selon une des revendications precedentes, caracterise en ce que 
le motif 5' T T Ni N2 T T 3* est repete au moins 1 fois. 

5. Oligonucleotide selon la revendication precedente caract6ris6 en ce que le motif 
20 5^ T T Ni N2 T T 3' est repete 2 fois. 

6. Oligonucleotide selon une des revendications 4 et 5, caracterise en ce que les 
motifs reputes 5' T T Ni N2 T T 3' sont separes par un nucleotide N3 qui peut 
etre a chaque fois identique ou different et qui peut representer A, C. T ou G. 

25 • 

7. Oligonucleotide selon la revendication precedente, caracterisee en ce que le 
nucleotide N3 separant les 2 premiers motifs T T Ni N2 T T lus lorsque la 
sequence est orientee 5'->3* represente la Cytosine. 
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8. Oligonucleotide selon une des revendications pr6cedentes, caracterisee en ce 
qu'il comprend la sequence 5' TTAGTTCTTAGTTN3TTAGTT 3'. dans laquelle A 
repr6sente ('Adenine, T la Thymine, G la Guanine, et C la Cytosine, et dans 

5 laquelle N3 peut signifier A. T, C ou G. 

9. Oligonucleotide selon une des revendications precedentes, caracterise en ce qu*il 
est capable d'induire la proliferation des lymphocytes humains. 

10 10. Oligonucleotide selon une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 
est capable d'induire ia secretion de cytokines. 

11. Oligonucleotide selon la revendication precedente, caracteris6 en ce qu'il est 
capable d'induire ia secretion d'lL 10. 

15 

12. Oligonucleotide selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il est capable 
d'induire la secretion d'Interferon y. 

13. Oligonucleotide selon une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 
20 est capable d'accrottre I'expression du marqueur d'activation CD86 sur les 

lymphocytes B humains. 

14. Oligonucleotide selon une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 
est capable d'accroTtre I'expression du recepteur de cytokine CD25 sur les 

25 lymphocytes B humains. 

15. Utilisation d'un oligonucleotide selon une des revendications precedentes pour la 
fabrication d'un medicament. 

30 16. Utilisation d'un oligonucleotide selon une des revendications 1 a 10, pour la 
fabrication d'un immunostimulant humain. 
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17. Utilisation d'un oligonucleotide selon une des revendications 1 a 10. pour la 
fabrication d*un adjuvant vaccinal. 

18. Utilisation d'un oligonucleotide selon une des revendications 1 a 10, pour la 
5 fabrication d'une composition vaccinate. 

19. Composition vaccinate a usage humain, comprenant au moins un antigene 
vaccinal, caracterisee en ce qu'elle comprend en outre au moins un 
oligonucleotide selon une des revendications 1 a 10 
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LISTE DE SEQUENCES 

<1 1 0> AVENTIS PASTEUR 

5 <120> OLIGONUCLEOTIDE IMMUNOSTIMULANT 

<130> PM9908WO 

<140> 
10 <141> 

<160> 16 

<170> PatentIn Ver. 2.1 

15 

<210> 1 
<211>20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
20 <220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 

oligonucleotide 
<400> 1 

ttagttatta gttattagtt 20 



<210> 2 
<211>20 
<212> ADN 
30 <213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 

oligonucleotide 
<400> 2 

35 ttagttatta gtttttagtt 20 



<210> 3 
<211>20 
40 <212>ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucleotide 
45 <400> 3 

ttagttatta gttcttagtt 20 
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<210>4 
<211>20 

<212>ADN 

<213> Sequence artificielle 

5 <220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 

oligonucleotide 
<400> 4 

ttagttatta gttgttagtt 20 



<210> 5 
<211>20 
<212> ADN 
15 <213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 

oligonucleotide 
<400> 5 

20 ttagttttta gttattagtt 20 



<210>6 
<211>20 
25 <212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucleotide 
30 <400> 6 

ttagttttta gtttttagtt 20 



<210>7 
35 <211>20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
40 oligonucleotide 
<400> 7 

ttagttttta gttcttagtt 20 
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<210> 8 
<211>20 
<212> ADN 
5 <21 3> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de ia s6quence artificielle: 

oligonucleotide 
<400> 8 

10 ttagttttta gttgttagtt 20 



<210> 9 
<211>20 
15 <212>ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucleotide 
20 <400> 9 

ttagttctta gttattagtt 20 



<210> 10 
25 <211>20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
30 oligonucleotide 
<400> 10 

ttagttctta gtttttagtt 20 



35 <210>11 
<211>20 
<212>ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

40 <223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucleotide 
<400> 11 

ttagttctta gttcttagtt 20 
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<210> 12 

<211>20 
<212> ADN 
s <213> S^uence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 

oligonucleotide 
<400> 12 

10 ttagttctta gttgttagtt 20 



<210> 13 
<211>20 
15 <212>ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucleotide 
20 <400> 13 

ttagttgtta gttattagtt 20 



<210> 14 
25 <211>20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
30 oligonucleotide 
<400> 14 

ttagttgtta gtttttagtt 20 



35 <210> 15 
<211>20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

40 <223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucleotide 
<400> 15 

ttagttgtta gttcttagtt 20 



wo 00/75304 PCT/FROO/01566 

-5- 



<210> 16 
<211>20 
<212>ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 

oligonucleotide 
<400> 16 
ttagttgtta gttgttagtt 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



In rtlonal Application No 

PCT/FR 00/01566 



A. CLASSIFICA110N0F»IBJECTMATTER , , , , 

IPC 7 C12N15/11 A61K39/39 A61K31/7125 C07H21/04 
A61P37/04 

AcooidlngtolrtainationalPa8iitC1a«Blflcatt>nOPC)of tobothnalloiialcl^^ 



//A61K45/00, 



B. FIELDS SEARCHED 


Minimum documentation searched (ciasaification system followed by daasilication symbola) 

IPC 7 A61K C12N 


Documentation searched other than minimum dcwumentation to the extent that such documents are included in the fields searched 


Bectronic data liase oonsutted during the intemaUonal search (name of data t>ase and, where practical, search terms used) 

BIOSIS, CHEM ABS Data 


C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category* 


Citation of document, with Indteatlon, where appropriate, of the relevant passagse 


Relevant to daim No. 


X 


LIANG, H. ET AL.: "Activation of human B 

cells by phosphorothioate 

ol i godeoxynucl eoti des " 

J. CLIN. INVEST. (1996), 98(5). 1119-1129, 

XP002130608 
the whole document 


1,2,4-6, 
9,13-19 


X 


WO 95 26204 A (ISIS PHARMACEUTICALS INC) 

5 October 1995 (1995-10-05) 

cited in the application 

page 13. line 8 -page 14, line 22 

page 17, line 35 -page 19, line 9 


1.2,9, 
10,15-19 


A 


WO 98 37919 A (UNIV IOWA RES FOUND) 
3 September 1998 (1998-09-03) 

page 13, line 7 -page 14, line 13 
example 5 

~ -/- 


1.2. 

9-12, 

15-19 


[ ](| Further documents are listed in the continuation of box C. |y j Patent family members are listed 


in annex. 



' special categories of cited documents : 

*A* document delintng the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
*E* earlier document but published on or after the international 

filing date 

V document which may throw doubts on priority c(aim(s)or 
which is cited to estabttsh the publication date of another 
citation or other spsctal reason (as specified) 

*0' document referring to an oral disclosure. uae» exhibition or 
other means 

'P* document pub&shed prior to the international filing data but 
later than the priority date daimed 



T' later document put)liahed after the International filirvg date 
or priority date and rK)t in oonfiid with the appfication but 
cited to understand the prindpie or theory underlying the 
invention 

'X* document of particutar reiova/Ko: the daimed invention 
carvKit tie cortatdsred novel or canrKrt t>e considered to 
involve en inventive step wtran the document is taken alorte 

*Y* document of particular ralevanoe; the daimed Invention 
cannot be cortsidarBd to involve an Inventive step when the 
document is combined with orw or more other such docu- 
ments, such oombtnation being obvfoue to a person sfdlied 
in the art 

*&* document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 

3 October 2000 



Date of mailing of the Intematiortal search report 

10/10/2000 



Name and mailing address of the iSA 

European Patent Office. P.B. 561 8 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (^1 -70) 340-2040. Tx. 31 651 epo m. 
Fax: (+01-70)340-3016 



Authorized officer 



Andres, S 



Fonn PCT/ISAA10 (Moond «he«) (Jkily 1992) 



page 1 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



int idoiul AppHccdon No 

PCT/FR 00/01566 



C.(ConttnucUon) DOCUMENTS C0NSB3E RED TO B£ RELEVANT 



Catogory* ClUto of document wth indtea«on,<>^em appf^^ 



nalsvanttodaniNo. 



p,x 



BOGGS, R. ETAL.: "CHARACTERIZATION AND 
MODULATION OF IMMUNE STIMULATION BY 
MODIFIED OLIGONUCLEOTIDES." 
ANTISENSE & NUCLEIC ACID DRUG DEVELOPMENT, 
vol. 7, October 1997 (1997-10), page 
461-471 XP002053418 
ISSN: 1087-2906 
page 467; figures 5,6 
table 2 

KRIEG A M ET AL: "CPG MOTIFS IN BACTERIAL 
DNA TRIGGER DIRECT B-CELL ACTIVATION" 
NATURE, 

vol. 374, page 546-549 XPG00197060 

ISSN: 0028-0836 

cited In the application 

PARRONCHI, P. ETAL.: "Phosphorothioate 
oligodeoxynucleotides promote the In vitro 
development of human allergen-specific 
CD4+ T cells into Thl effectors" 
J. IMMUNOL. 163(11), 5946-5953, 
1 December 1999 (1999-12-01), XP002130609 
page 5947; table I 

page 5950, right-hand column, line 9 - 
last line 

page 5952, right-hand column 

LANG R ET AL: "GUANOSINE-RICH 

OLIGODEOXYNUCLEOTIDES INDUCE PROLIFERATION 

OF MACROPHAGE PROGENITORS IN CULTURES OF 

MURINE BONE MARROW CELLS" 

EUROPEAN JOURNAL OF IMMUNOLOGY, 

vol. 29, no. 11, November 1999 (1999-11), 

pages 3496-3506, XP000876859 

ISSN: 0014-2980 

page 3501; table 2 



1,2,9, 
10,12, 
15-19 



1-3 



FMKT/nAiBM{coMtoiMtne*Maoi>d<liM>>(Ji# IMO 



page 2 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

InformatJon on patent family membetv 



In itlonal Application No 

PCT/FR 00/01566 



Patent document 


Publication 




Patent family 


Put)lication 


citad in search report 


date 




membeifs) 


date 


UO 9526204 A 


05-10-1995 


US 


5663153 A 


02-09-1997 






US 


5723335 A 


03-03-1998 



UO 9837919 A 03-09-1998 AU 6667498 A 18-09-1998 



Foim PCT/ISAAIO (poiani fanly uimx) guty 1992) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 


D Kto mtanuUonato No 




PCT/FR 00/01566 



A.CLASSEIiEKTDEL'OBJETDELADeilANDC ^ , , //.^•..^^/•^ 

CIB 7 C12N15/11 A61K39/39 A61K31/7125 C07H21/04 //A61K45/00, 
A61P37/04 

Sdon la ciaaaillcatfan jntefnationaie dea brevets (CIB) ou A la fois aeton la ctosaHkation naiionate et la ClB 
a DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHB^CHE A PORTE 

DocumontatkMi mf ninato oonsultde (ayvtdme da daiafficaUon auivi dea aymbotoa da daaaamant) 

CIB 7 A61K C12N 



Documentation oofwuttoai<ra qua la documantalionmfcih^ 



Basededonn^ dleotronk^e oonauftte au coura da la recharcha intemalkw^ 

BIOSIS, CHEM ABS Data 



C. OOCUMEMTS CONSlDERES COMUE PERTINENTS 



CaMgori** 


kleiiUBuallen dodBCumanteclMt. we. I« om tehfant. nndtertlon df p>M»9tt partnena 


no. dea ravandcationa vietea 


X 


LIANG, H. ET AL.: "Activation of human B 

cells by phosphorothioate 

o1 igodeoxynucleotides" 

0. CLIN. INVEST. (1996). 98(5), 1119-1129, 

XP0021 30608 
1e document en entier 


1.2,4-6, 
9,13-19 


X 


UO 95 26204 A (ISIS PHARMACEUTICALS INC) 

5 octobre 1995 (1995-10-05) 

cite dans la denande 

page 13, ligne 8 -page 14, 1igne 22 

page 17, ligne 35 -page 19, ligne 9 


1.2,9, 
10,15-19 


A 


WO 98 37919 A (UNIV IOWA RES FOUND) 
3 septenbre 1998 (1998-09-03) 

page 13, ligne 7 -page 14, ligne 13 
exemple 5 

~~ -/-- 


1.2, 

9-12, 

15-19 



Voir la suite du cadre C pour la fin d© la llste d©s documonta 



ID 



Lea documenia da famllaa da bravata aonl Indqute an annaxa 



* Catdgoriee ap^alee de documents dtte: 

'A* document d^finisaartt g^n^al da ia technique, non 

coneid6r6 comma particuUdrament pertinent 
'E' document ant^rleur. male public k la data de d6pdt intemational 

ou apfte oatta data 
V document pouvant jeter un douta sur una revsndcatkm de 

prxffitA ou cit6 pour determiner ia date de publication d'una 

autre citation ou pour una raiaon sptetala (tade quindtqute) 

"O* document 98 r6Mmnt& una dvulgationorale. 4unuaaga,4 

una axpoatton ou toua autraa moyarw 
'P* document publA event la dais da d^ imamational. mala 
poslAneurement k la data de priorM ravenciqude 



T document uMriaurpubMaprto la dot* da d^inamationalouta 
date de prioritid at n'appailanenant paa k I'M da ta 
techntque pertinent, maia cit6 pour oomprerxire te prindpa 
ou la th^orie conatituant la base da llnvenlion 

'X* document paiticulidremant partinant: llnvan tian revendiquda na peul 
Mrs conaid^rto comma nouvella ou comma Inplquant una actMM 
invanlive par rappoit au document oonatdM teoMment 

"Y* document pafticuliirement pertinent: rinvan tion revandiqu6e 
na paul Atra oonaidArte comma Impllquant una activtd inventive 
loraqua la document est aaaoct6 ft un ou plusieure autree 
documenia de mdme natura. cette combinaiaon 4tant Mienta 
pour una peraonna du mMer 

*&* document qui fait paitia de ta m6ma iamila da bravata 



Data k taquelie la recherche intamationaia a M affacttvement achavte 

3 octobre 2000 


Date d'exp6dtion du pr^eent rapport de recherche inlemaiionala 

10/10/2000 


Nom at adraaee poetale de Pactninistration chargde da la recherche intemationaie 
Office Europeen dea Braveta. 9B. 5616 Patendaan 2 
NL - 2280 HV Rijewijk 
Tel. (431-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (431-70) 34Or3016 


Fonctionnaire autoriaa 

Andres, S 



PCT4S>UeiO (dMBri^ tMiki) QuiM 1992) 



page 1 de 2 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Di idelntemaUanaleNo 

PCT/FR 00/01566 



C^suito) DOCUMENTS CONSIOERESCOMMEPERTINEinS 


Cat6gorte' 


MentMcatlon dM documents cItAs, avoc,lo cat teManI, riiKDcatlondos passages portlnentB 


no. dee revondcatiansviates 


A 


BOGGS, R. ET AL.: "CHARACTERIZATION AND 






Mnniii ATinN of tmmunf ^ttmulatton by 






MODTFTFD 01 TGONUCLFOTIDFS " 






ANTISENSF & NUCLEIC ACID DRUG DEVELOPMENT 






vol 7 octobre 1997 0997-10) oaae 






dfii-471 ypno^oR'^dift 






ISSN: 1087-2906 






page 467; figures 5,6 










A 

n 


KRTFG A M FT AL- "CPG MOTIFS IN BACTERIAL 






uiiM 1 i\lUuLi\ L/xixCUl D V/LLL nV/lxVnIxUli 






NATIIPr 






vol* OtHj pdyc D*7\) 947 ArUUU17/UUU 












Cite UaiiQ la uculailUc 




P.X 


PARRONCHI, P. ETAL.: "Phosphorothioate 


1.2,9. 




oligodeoxynucleotides promote the in vitro 


10,12, 




□eveiopinent ot nuinan aiicrycn opewiiic 


X9 17 




1 ce 1 IS inuo ini erTectors 






u. innurauL. lo^vii/f 3^ho o^oo, 






1 Hornmhro 1QQQ MOOQ-IP-OI^ i?(\C\7^'^(\EM 
1 ucCcinurc 1777 V X777 LC vi/y Aruu£iouDU7 






page 374/ y taUicatl 1 






page o^ov^ coiunne ue uroitc, iigne 7 






Uci 11 1 CI c II yiie 






nana (^QC\? r^olAnno Hisi Hr'n'il'O 




P,X 


LANG R ET AL: "GUANOSINE-RICH 


1-3 


OLIGODEOXYNUCLEOTIDES INDUCE PROLIFERATION 






OF MACROPHAGE PROGENITORS IN CULTURES OF 






MURINE BONE MARROW CELLS" 






EUROPEAN JOURNAL OF IMMUNOLOGY, 






vol. 29, no. 11, novembre 1999 (1999-11), 






pages 3496-3506, XP000876859 






ISSN: 0014-2980 






page 3501; tableau 2 





Fomuiiaire PCT/lSA/210 (Mita d* b d«ixi«m9 fMias) QuBlol 1d92) 



page 2 de 2 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

n w i Klg iw mti m r«l«tlf^4ita mwnbrwfto tamfflM da br»v6ts 



Dt ids hfitWTUKtlofMto No 

PCT/FR 00/01566 



Document brevet dt6 


Dalade 


Membre(a)dela 


Dalede 


au lappoftde recherche 


publication 


1amflledebrevet(s) 


puUicalk)n 


UO 9526204 A 


05-10-1995 


US 5663153 A 


02-09-1997 






us 5723335 A 


03-03-1998 



WO 9837919 A 03-09-1998 AU 6667498 A 18-09-1998 



r < jw ii<ilri PCT«a»WO (mm rn t tm mm M bmm,) IMS) 



